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Verf ahren zur Herstellung von 
Bandscheibenzelltransplantaten und deren Anwendung als 
Transplantationsmaterial 



Beschreibung 

Die Erfindung betrif ft ein Verf ahren zur in vitro 
Herstellung von Bandscheibentoorpelzelltransplantaten aus 
erkranktem Bandscheibengewebe von Patienten und dessen 
Anwendung als Transplantationsmaterial zur Behandlung von 
erkrankten Bandscheiben. Die Erfindung betrif ft weiterhin 
dreidimensionales, vitales und mechanised stabiles 
Bands cheibenknorpelgewebe und dessen Verwendung als 
Transplantationsmaterial zur Behandlung von erkrankten 
Bandscheiben sowie zur Testung von Wirkstoffen. Gegenstand 
der Erfindung sind weiterhin die hergestellten 
Bandscheibenzelltransplantate und die hergestellten 
Bandscheibenknorpelgewebe und therapeutische Zubereitungen, 
z.B. Injektionslosungen, die dieses Gewebe und die 
Zelltransplantate beinhaJLten. 

Die Degeneration der Bandscheiben wird wahrend der Alterung 
oder durch Trauma ausgelost und induziert akute und 
chronische Schmerzen und instabilitaten in der Wirbelsaule. 
Mehr als 300,000 Patienten in Europa leideh an 
Bandscheibenerkrankungen. Ungefahr 70 % der Patienten/ die 



einen Bandscheibenvorf all erleiden und mittels Discectomie 
behahndelt werden, leiden weiterhin an Ruckenschmerzen . 
Anhaltende starke Schmerzen machen bei 10 % dieser 
Patienten eine weitere operative B eh andlung notwendig 
(Yorimitsu et al, 2001) . Gmnd da fur 1st die durch die 
Operation bedingte Abnahme der BandscheiJbenhdhe, die damit 
verbundene Erh.6h.ung der lokalen Belastund des 
Bandscheibengewebes (Brinckmann und Grootenboer, 1991) und 
vor allem die f ehlende Heilung und Regeneration des 
zerstdrten und entfernten Bandscheibengewebes (Lundon und 
Bolton, 2001, Meakin et al. ; 2001). Mit f ortschreitender 
Zeit resultiert diese Ihstabilitat der betrbffenen 
Bandscheibe in degenerativen Veranderungen angrenzender 
Bandscheiben, wodurch weitere operative Eingriffe und im 
schlimmsten Fall eine Fusion der Wirbelkorper oder das 
Einsetzen einer Prothese notwendig werden. Deshalb ist die 
biologische Reparatur bzw. Regeneration der Bandscheibe die 
Zukunft fur die Behandlung degenerierter Bandscheiben. 

Eine bekannte Methode zur biologischen Regeneration eines 
Gewebes ist die Knorpelzelltransplantation unter Verwendung 
von korpereigenen Zellen, die zur Behandlung von 
Gelenksknorpeldefekten angewandt wird. Dabei wird das 
Potential der Gelenksknorpelzellen genutzt, urn In vivo nach 
Transplantation der Zelleh neues Gewebe aufzubauen. Dazu 
wird dem Patienten eine Gelenksknorpelbiopsie entnommen, 
daraus Knorpelzellen isoliert, mittels Zellkultivierung 
vermehrt und anschliefcend dem Patienten im Bereich des 
Gewebedefektes, z.B. durch Einspritzen, transplant iert . 
Dort bilden sie neues Gewebe und fullen somit den Def ekt 
vollstandig auf . Durch diese Verfahren wird erreicht, dass 
nach Application eines zelltransplantates im Korper Gewebe 



aufgebaut wird. Prinzipiell ist diese Metbodik fur die 
Bebandlung der Bands cbeibendegener at ion niciit anwendbar, da 
den Patienten aus ethiscben Grunden kein Ausgangsmaterial 
aus einer intakten benachbarten Bandscbeibe entnorranen 
werden kann und krankes Gewebe a priori nicbt verwendbar 
ist . 

Erste Ansatze zum biologischen Ersatz der Bandscbeibe geben 
von der Verwendung von gesundem Bands cbeibengewebe aus. So 
beschreiben Handley (US 6,080,579) und Ferree (US 6,340,369 
Bl) die Verwendung von normal em Bands cbeibengewebe fur die 
Isolation von Bandscbeibenzellen und die Kombination dieser 
Zellen mit einem bioresorbierbaren Trager. Aucb viele 
wissenscbaftliche Arbeiten haben die Verwendung von 
normalem Bands cbeibengewebe als Grundlage : Okuma et al j , 
2000, Gruber et al . , 200.0, Cbelberg et al . , .1995. Jedocb 
kann eine gesunde Bandscbeibe eines Patienten nicbt als 
Gewebequelle- zUr Bebandlung einer anderen Bandscbeibe 
dienen, da die Gewebeentf ernuiig zu einer Zers toning, zur 
Degeneration und somit zum Verlust der Funktion dieser 
Bandscbeibe fubrt. 

Ein anderer Ansatz ist die Verwendung von degeneriertem 
Nukleus Pulposus Gewebe, welches, aus dem Inner en einer 
degenerierten Bandscbeibe entfernt und auf gearbeitet wird. 
Bei diesem operativen Eingrif f wird die obnebin scbon 
degenerierte und zerstorte Bandscbeibe noch weiter 
zerstort. Die Aufarbeitung des Gewebes wird dabei zum einen 
vorgescblagen als Debydrierung (US 6,648,918) oder die 
Kombination von darin bef indlicben: Zellen mit einem 
. Tragermaterial (US 6,569,442; US2001/0020476 Al) und die 
anscbliessende Transplantation zuruck in diese 



degener iert en Bandscheiben- Ailerdings enthalt das 
dehydrierte Gewebe keine lebenden Zellen und stellt somit 
keine Metbode der biologiscben Regeneration dar. Die 
vorgescblagene Kombination der Nukleus Zellen Oder anderer. 
Zellen mit einem Tragermaterial stellt ebenfalls keine 
reine biologiscbe Metbode dar und bedingt die Verwendung 
eines geeigneten Tr&germaterials, welches zum Beispiel 
biomechaniscb geeignet sein muss, welches im selben Masse 
wie neues Gewebe aufgebaut werdeii soil abgebaut wird, 
welcbes die Bildung neuen Gewebes nicbt bebindern darf oder 
zum Beispiel keine Immunol ogiscbe Reaktion aufgrund der auf 
jeden Fall verwendeten synthetischen, aliogerien oder 
xenogenen Materialien auslosen darf. 

Eine weitere Behandlungsmoglichkeit ware die Verwendung von 
Bandscheiben anderer Patienten, wobei es sicb somit um eine 
allbgene Transplantation bandelt (6,344,058; Keith DK et 
al. f 2003). Hierbei stellt jedocb die Immunol ogiscbe 
Reaktion ein Problem dar und durch die alleinige 
Einbringung einer Spenderbandscbeibe wird wabrscbeinlicb 
aucb keine biologiscbe Regeneration der betroffenen 
Bandscbeibe ausgelost . 

Aus den genannten Problemen besteben desbalb ftir die 
Bebandlung von degenerierten Bandscheiben und zur 
Bandscbeiberegeneration die allgemeinen Ziele darin: 
mediziniscb und ethisch vertretbares Ausgangsgewebe bzw. 
-zellprobe zu verwenden, keine anderen oder die betroffene, 
erkrankte Bandscbeibe des Patienten zu zerstoren, nur 
patienteneigene Materialien zu verwenden (autologe 
Tberapie) , optimale Zellisolationsbedingungen und - 
kultivierungsbedingungen zur Vermehrung der Bandscbeiben- 



zekllen und ansctilies sender Bandscheibenmatrixbildung zu 
finden, zur Vermeidung von Iramunre ak t i onen auf Trager- 
materialien zu verzicb/ten. Diese Probleme sind ldsbar durctL 
die Transplantation eines speziellen autologen Zelltrans- 
plantates Oder durcb Transplantation eines auSerhalb des 
Korpers vorgef ertigten 3 -dimensional en Bandscbeibenknorpel- 
gewebes . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es desbalb, 
Verfahren zur Herstellung von Bandscheibenknorpelzell- 
transplantaten und stabilem vital en Bandscheibenknorpel- 
gewebe bereitzustelleii, die zur autologen Transplantation, 
zum scbnellen Wiederaufbau und der Erhaltung der Funktion 
der Bandscheibe geeignet sind. Dabei ist es essentiell, 
dass das Ausgangsmaterial zur Herstellung der Zell trans- 
plant ate medizinisch und ethiscb vertretbar entnoromen 
werden kann sowie, dass die autolog kultivierten 
Bandscheibenzellen ihre Eigenscbaf ten uber den Zeitraum von 
der Entnahme bis zur Transplantation nicht verandern und 
eine hohe Proliferations- und Dif ferenzierungskapazitat 
aufweisen. 

Uberraschend konnte gezeigt werden, dass als 
Ausgangsmaterial erkranktes Bands cbeibengewebe verwendet 
werden kann. Bisher wurde angenommen , dass es nicht moglich 
ist, aus degeneriertem Gewebe, adulte Zellen in 
ausreichender Anzabl zu isolieren, die vital sind, 
ausreichend prolif erieren und anschlieEend auch noch in der 
Lage sind, gewebespezif isch zu dif f erenzieren und 
Bandscheibengewebe auf zubauen, da in Geweben, die einer 
Degeneration unterliegen die gewebespezif is che Zellen ihre 



Eigenscliaf ten im Hinblick auf die Matrixsynthese verandern 
und auch absterben und auch durch andere Zellen mit anderen 
gewebe-unspe.zif ischen Eigenscliaf ten ersetzt werden. 
Uberraschenderweise konnte jedoch aus vorgef allenem 
degenerierten Bands cheibengewebe eine ausreichende Anzahl 
an vitalen Zellen isoliert werden. Das vorgef allene 
degenerierte Bandscheibengewebe besteht aus- 
Bandscheibenteilen des Anulus Fibrosus und Nucleus 
Pulposus, wobei die aus beiden Gewebebereichen isolierten 
Zellen (Anulus Fibrosus Zellen und Nucleus Pulposus Zellen) 
unter den gegebenen autologen Kulturbedingungen dann auch 
noch prolif erieren und ' gewebespezif isch besonders 
spezifisch dif f erenzieren. Damit sind diese 
Gemischzelltransplantate fur eine zell-basierte Therapie 
zur Wiederherstellung der Funktion der Bandscheibe 
geeignet . 

Es ist somit erstmals ein Verf ahren beschrieben, durch 
welches besondere autologe Gemisch-Bandscheibenzell- 
transplantate hergestellt werden kdrmen, die nacb 
Transplantation in eine geschadigte/ erkrankte Bandscheibe 
durch den Aufbau neuen Bandscheibengewebes die Erhaltung 
der Bandscheibe und damit die Wiederherstellung der 
neurologischen und mechanischen Funktion der Wirbelsaule 
bei einer Bandscheibenerkrankung oder nach einem 
Bandscheibenvorf all erlaubt . 

Auch bei f ortgeschrittener Degeneration der Bandscheibe, 
d-h- auch bei Degeneration oder traumatischer Schadigung 
der auSeren Schicht der Bandscheibe (Anulus Fibrosus) , ist 
durch die vorliegende Erf indung die Wiederherstellung und 



Erhaltung der neurologischen, biologisclien und mechanischen 
Funktion der Bandscheibe ermoglicht, wenn aus 
vorgef allenen, degenerierten Bands cheiben Gemisch- 
Gewebezellen isoliert werden, die folgend zu einem 
autologen 3 -dimensional en Gewebe ohne die Verwendung von 
Tragermatieralien kultiviert werden. 

Bei der Behandlung mit den erf indungsgemaJSen 

Bandscbeibenzelltransplantaten ist es vorteilhaf t , wenn vor 
der Transplantation die aui&ere Htille der Bandscheibe, der 
Anulus Fibrosus, der durcii den Austritt des 
Bandscheibengewebes geschadigt wurde, in der Art heilt, 
dass keine Flilssigkeit, wie die hergestellten 
Zelltransplantate, aus dem Inneren der Bandscbeibe mehr 
auslaufen kann. Dieser Zeitraum ist patientenabhangig. 
Wahrend dieses Zeitraumes werden die Bands cheibenzell- 
transplantate hergestellt, wobei die Gemisch- 
Bandscbeibenzellen wahrend der Vermehung in der Zellkultur 
ibre gewebe -spez if is chen Eigenschaf ten im Hinblick auf 
deren Dif f erenzienmgspotential und damit den Erfolg der 
Transplantation erhalten. Im Gegensatz dazu wird dieses 
Potential bei der getrennten Kultivierung der Anulus 
Fibrosus und Nucleus Pulposus Zellen verringert, wobei nacb 
Uberfubrung in die 3-dimensionale Umgebung einige 
Bandscheiben 7 spezifische Marker nicht exprimiert werden. 
Deshalb sind nur die Gemisch-Kulturen besonders geeignet 
Bandscheibengewebe nach deren Transplantation in eine 
degenerierte Bandscheibe aufzubauen. 

AuSerdem sollen die in vitro hergestellten Zell- und 
Gewebetransplantate keine immunologisctien Reaktionen im 
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Organismus, der das Transplantat erbalt , ausl6sen. Es wurde 
uberrascbender Weise gefunden, dass diese erf indungsgemafi 
autolog hergestellten Zellen und Gewebe keine 
immunologiscbe Reaktionen auslosen . 

Das entnommene , patienteneigene erkrankte Bands cheib en - 
gewebe kann unterscbiedlicb weiter bearbeitet we r den : 

(a) Aus den Biopsien werden die Geraisch-Bandscheibenzellen 
mittels enzymatischem Verdau des Gewebes, durch 
Auswandern oder durcb. Reagenzien, die Zielzellen 
erkennen, mitublichen Methoden isolieft Diese Zellen 
werden daim nur nur unter Zusatz von korpereigenem 
Serum und obne Zusatz von exogenen wachs turns f or dernden 
Verbindungen und ohrie den Zusatz von Antibiotika und 
mit ublicbem Kulturmedium in Zellkulturgef aJSen 
kultiviert und so lange vermebrt, bis eine ausreichende 
Menge an Zellen zur Verfugung steht . Diese Zeit wird so 
kurz wie moglicb gehalten, urn ihre pbanotypiscben 
Eigenschaf ten nicht zu verandern. Nacb ausreichender 
Vermebrung der Zellen werden diese geerntet und das 
Zelltransplantat bestebend aus einer Bandscbeibenzell- 
suspension ist fur tberapeutiscbe Verwendungen 
bereitgestellt . 

ErfindungsgemSJS werden die isolierten Bandscbeibenzellen im 
Gemisch verwendet, d.h. die Zellen werden nicbt nach Anulus 
Fibrosus und Nucleus Pulposus Zellen, deren Gewebeanteile 
im vorgef allenen Bands cheiberigewebe enthalten sind, 
aufgetrennt und getrennt oder nur als Einzelzellart 
kultiviert ♦ Genau unter diesen Gemiscb-Bedingungen wird 
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eine spatere verbesserte Bandscheiben-spezif ische 
Dif f erenzierung der Zellen erreicht (siehe Bearbeitung b) ) . 
Diese autologe Gemisch-Kultiverungstechnik zur Vermenrung 
der- Bands che iben zellen ermoglicnt somit erstmals eine 
Bandscheiben-spezif iscbe Dif f erenzierung dieser so 
kultivierten Zellen, nachdem diese in eine 3-dimensionale 
Umgebung uberfulirt werden. 

(b) In einem weiteren Verf ahren werden die isolierten 
Bandscheibenzellen vorkultiviert und ohne Passagierung 
der Zellen nur kurzzeitig vermehrt . Danach werden die 
vt>rkultivierten Zellen geerntet und eingef roren und bis 
zum Zeitpunkt der Transplantation tiefgef roren 
gelagert. Vor der Transplantation werden die Zellen 
aufgetaut und bis zum Erreichen einer ausreichenden 
Zelizahl mit autologem Serum und in herkommlichem 
Zellkulturmedium weiterkultiviert . Nach ausreichender 
Vermehrung der Zellen werden diese geerntet und das 
Zelltransplantat bestehend aus einer Band- 
scheibenzellsuspension bereitgestellt . Uberraschen- 
derweise wurde f estgestellt , dass die 

Bandscheibenzellen durch das Einf rieren und Auf tauen 
nicht ihre spezifischen Eigenschaf ten im Hinblick auf 
die Synthese von spezif ischen Marker- und 
Matrixproteinen verlieren. 

(c) In einem weiteren bevorzugten Verfahren wird als 

. Ausgangsmaterial ebenf all's patienteneigenes erkranktes 
Bandscheibengewebe verwendet . Aus den Biopsien werden 
die gewebeaufbauenden Zellen aus dem Anulus Fibrosus 
und Nucleus Pulposus mittels enzymatischem Verdau des 
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Gewebes, durch. Auswandern oder durch Reagenzien, die 
Zielzellen erkennen, mit ublicben Metboden isoliert. 
Diese Gemisch- Zellen werden darm unter autologen 
Bedingungen und mit ublichem Kul turmedium zunachst in 
Monolayer kultiviert bis eine ausreichende Zellzalil 
erreicht ist und anschlieSend in Zellkulturgef aiSe mit 
hydrophober Oberfli.che und sich verjtingendem Boden 
uberfuhrt und dort so lange in Suspension kultiviert, 
bis ein dreidimensionales Zellaggregat entsteht, das zu 
mindestens 40 Volumen%, vorzugsweise mindestens 
6 0 Volumen% bis maximal 99 Volumen%, extrazellulare, de 
novo synthetdsierte Matrix (ECM) beinhaltet, in welctie 
dif ferenzierte Zellen eingebettet sind. Der Fachmann 
kann diese Werte durch Entnahirie kleinerer Proben 
bestimmen. Das entstandene Zellaggregat weist einen 
auBeren-Bereich auf, in welchem proliferations- und 
migrations fahige Zellen vorhanden sind (siehe auch 
Abb. 1) • 

Erf indungsgemafc werden die isolierten Bandscheibenzellen im 
Gemisch verwendet , d.h. die Zellen werden nicht nacti Anulus 
Fibrosus und Nucleus Pulposus Zellen aufgetrennt und 
getrennt oder nur als Einzelzellart kultiviert . Genau unter 
diesen Gemi sch. - Bedingungen wird in der 3 -dimensional en 
Kultur und damit bei der Bildung der 3 -dimensional en 
Bands cheibengewebe die Banscheiben-spezif ische Differen- 
zierung der Gemischzellen gef ordert , wobei die Expression 
von Bandscheiben-spezif ischen Markern nur in diesen 
Kulturen erreicht werden kann und die Bildung der 3- 
dimensionalen Bands cheibengewebe bei Verwendung der' 
Gemischkulturen gef ordert ist. Diese autologe Gemisch- 
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Kultiverungstechnik ermoglicht somit erstmals die 
Herstellung und Verwendung eines Bandscheiben-spezif ischen 
Gewebetransplantates, welches autolog aus degenerierem, 
vorgef allenen Bandscheibengewebe hergestellt wurde. 

Die Gemisch-Bandscheibenzellen, die aus erkranktem 
Bandscheibengewebe isoliert werden und aus denen autologe 
3-dimensionale Bandscheibenzellaggregate hergestellt 
werden, so dass die entnommenen Zellen in einera de novo 
synthetisierten Gewebe integriert sind, uberleben auch mit 
fort schrei tender Kultivierungsdauer, d. h. die Zellen im 
Innenen der Aggregate sterben iiicht ab. Mit 
f or tschrei tender Kultivierungsdauer dif f erenzieren die 
Zellen im Inneren der Aggregate aus und es bilden sich 
Bands cheibeiiknorpelgewebe, die aus ECM, dif f erenzierten 
Zellen und einer Prolif erationszone am Rand bestehen. 
WeLhrend der Dif f erenzierung in der autologen Zellkultur 
wird der Abstand der aggregierten Zellen durch Bildung der 
gewebespezif ischen Matrix immer grower. Es entsteht im 
Inneren der in vitro nergestellten Bandscheibengewebe eine 
Gewebehistologie, die dem naturlichen Gewebe sehr ahnlich 
ist. Wahrend der weiteren Herstellung der 
Bands cheibenknorpel gewebe bildet sich die 

"Prolif erationszone" am Rand selbiger aus. Diese Zone hat 
den unschatzbaren Vorteil, dass nach Einbringen der so 
entstandenen Bandscheibenknorpelgewebe in degenerierte 
Bandscheiben, die in dieser Randzone befindlichen Zellen in 
der Lage sind, auszuwandern und aktiv den Kontakt zum 
umliegenden Gewebe herzustellen bzw. eine Integration des 
in vitro gebildeten Bands cheibenknorpelgewebes in seine 
Umgebung ermoglichen. Damit sind die nergestellten 
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gewebespezif ischen Zellaggregate hervorragend zur Behand- 
lung von degenerierten Bands cheiben und zum Neuaufbau von 
Bands che ib engewebes In vivo geeignet . 

Aufgrund der biomechanischen Belastung der Bandscheiben 
direkt nach Behandlung spwie dem Ziel die Bandscheibe in 
ihrer Hohe gleich mit der Transplantation des 
Bands cheibenknorpelgewebes wiederherzustellen, kann es von 
Vorteil sein, bereits grofiere und raechaniscb stabile 
Gewebestucke zu transplantieren. Fur diesen Fall we r den 
mindestens zwei, besser aber mehr der erhaltenen in vitro 
Bandscheibenknorpelgewebe fusioniert , indem sie gemeiiisam 
unter den gleichen Bedingungen und in den gleichen 
Kulturgef aSen wie oben beschrieben bis zur gewunschten 
GroSe weiterkultiviert werden (siehe auch Abb. 4) . 

Als Zellkulturmedium kann sowohl fur die Suspensions- als 
auch fur die Monolayerkultur ftbliches Medium, z. B. 
Dulbecco's MEM, unter Zusatz von Serum, verwendet werden. 
Vorzugsweise wird DMEM und Hams im Verhaltnis 1:1 
eingesetzt. Urn jedoch Immunol ogis che Reaktionen des 
Patienten auf das in vitro hergestellte Gewebe zu 
vermeiden, wird als Serum vorzugsweise autologes Serum des 
Patienten eingesetzt. Es ist auch m6glich xenogenes oder 
allogenes Serum zu verwenden . 

Dem Kulturmedium werden erf indungsgemafi keine Antibiotika, 
Fungistatika oder andere Hilfsstoffe zugesetzt.Es hat sich 
gezeigt, dass nur die autologe . oder allogene Kultivierung 
der Zellen und Zellaggregate sowie die Kultivierung ohne 
Antibiotika und Fungistatika eine unbeeinf luSte 
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Proliferation sowie Dif f erenzierung der Zellen in der 
Monolayerkultur und eine ungestorte Bildung der spezi- 
f ischen Matrix in den Zellaggregaten ermoglicht. Weiterliin 
sind durch den Verzicht von Zusatzstoffen wahrend der 
Herstellung nach Einbringen des in vitro hergestellten 
Gewebes in den menschlichen und auchL tierischen Organismus 
Immunol ogische Reaktionen ausgeschlossen. 

Die GroSe der hergestellten Bands cheibengewebe hangt von 
der eingebrachten Zellzahl pro Volumen Kulturmedium ab. 
Werden beispielsweise 1 x 10 7 Zellen in 3 00 ^1 Kulturmedium 
eingebracht, so entstehen innerhalb von 1 Woche dreidi- 
mensionale Bandscheibenzellaggregate von ca. 500-700 ym 
Durchmesser. Die andere MSglichkeit ist die in vitro-Fusion 
der kleihen Zellaggregate zu groSeren - wie oben 
beschrieben - und das Einbringen dieser in die Bands die ibe . 
Vorzugsweise werden erf indungsgemaS zwischen 1 x 10 4 und 
1 x 10 7 Zellen in 3 00 \xl Kulturmedium zur Herstellung der 
kleinen Zellaggregate verwendet, besonders bevorzugt 
1 x 10 s Zellen. Die nach einigen Tagen gebildeten in vitro 
Bands che ibengewebe werden dann fur mindestens 2-4 Wochen in 
Abhangigkeit von der Zellart und den patientenspezif ischen 
Charakteristika in dem geeigneten Kulturmedium kultiviert, 
um die Ausbildung der gewebespezif ischen Matrix zu 
induzieren. Im besonderen Falle konnen dann einzelne in 
vitro Bandscheibengeweb,e ab ca. einer Woche Kultivierung 
fusioniert werden, urn die GroSe des Gewebestuckes zu 
erhohen. 

Als ZellkulturgefaSe kommen fur die erf indungsgemaSe 
Kultivierung in Suspension bevorzugt solche mit 



14 



bydropbober, also adbasionsverbindernder Oberflacbe, in 
Betracht, wie z. B. Polystyrol oder Teflon . 
Zellkulturgef a£e mit nichthydropbober Oberflacbe konnen 
durcb Bescbicbten mit Agar oder Agarose hydrophobiert 
werden. Weitere Zusatze sind nicbt erf orderlicb. 
Vorzugsweise dienen als Zellkulturgef a£e Napf platten. Dabei 
konnen f Or die Herstellung der kleinen Zellaggregate 
beispielsweise 9 6 -Napf plat ten und fCtr die Herstellung der 
fusionierten Aggregate 24 -Napf platten Verwendung finden. 

Gegenstand der Erf indung sind auch therapeutische 
Zubereitungen, die* die erf indungsgemafieh •Band- 
scheibenzelltransplantate und das Bandscbeibenknorpelgewebe 
umfassen, z.B. Injektionslosungen. 

Gegenstand der Erf indung ist auch die Verwendung des 
erfindungsgemaSen Bandscbeibenknorpelgewebe zur Testung von 
Wirkstoffen, die z. B. die Bildung und Dif f erenzierung von 
Matrix .und Zellen beeinf lussen. Dazu werden die 
Bandscbeibenzellaggregate erf indungsgemaS hergestellt und 
in unterschiedlichen Reifestadien werden die zu testenden 
Medikamente binzugegeben und unterscbiedlichste Parameter 
der in vitro Bandscbeibengewebeberstellung und -reifung 
charakterisiert . Diese Tests sind im Vergleich zu den 
herkommlicben Medikamententests an Tieren oder 
Tumorzellsystemen durcb die Verwendung von nur autologem 
Material patientenspezif iscb und ermoglicben eine 
individuelle Diagnose. 

Nacbfolgend soil die Erfindung an Ausf*uhrungsbeispielen 
naher erklart werden, ohne sie darauf einzuschranken. 
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Ausfuhrungsbeispieie 

Beispiel 1: Herstelluna von Bandscheibenz elltransplantaten 

Aus dem erkrankten Bandscheibengewebe we r den mitt els 
enzymatischen Verdaus durch Inkubation mit 
Kollagenaseldsung die Bandscheibenknorpelzellen aus dem 
Anulus Fibrosus und Nucleus Pulposus isoliert . Nach 
Trennung der isolierten Zellen vom unverdauten Gewebe, 
we r den diese als Gemischzellpopulationen in 
Zellkulturf lascben uberf ubrt und unter Zugabe von DMEM / 
Hams F12 Kulturmedium (l/l) und 10% autologem Serum des 
Patienten bei 37°C und 5% CO z inkubiert. Zweimal 
wochentlich wird ein Mediumwechsel durchgef ubrt . Nach 
Erreichen des konf luenten Stadiums wird die Zellayer mit 
physiologischer Kocbsalzlosung gewaschen und mittels 
Trypsin von der Zellkulturoberf lache geerntet. Nach einer 
weiteren Waschung werden die Bands cheibenz ell en in 
pbysiologiscbe Kochsalzlosung Oberfuhxt und zur 
Transplantation zur Verfiigung gestellt. 

In einem in vitro Model konnte das Differenzie- 
rungspotential der im Zelltransplantat enthaltenen 
Bandscbeibenzellen aufgezeigt werden. Es werden 
bandscheibenspezif ische Matrixproteine und Markerproteine 
exprimiert (Abb. 3) und damit eine bandscheibenspezif isclie 
Gewebestruktur auf gebaut . 
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Beispiel 2 : Transplantation von Band scheibeiiknorpelzellen 

Die in Beispiel 1 hergestellten Bandscheibenzell- 
transplantate (mind. 1.000 Zellen, max. 100 Millionen 
Zellen) vorzugsweise ca. 1 Million 

Bandscheibenknorpelzellen wurden 'in physiologi seller 
Kochsalzldsung auf genommen und in die erkrankte Bandscheibe 
eingespritzt . Es wurde unter anderem f estgestellt , dass in 
der behandelten Bandscheibe der Wassergehalt wieder 
ansteigt, sowie die Hohe des Zwischeriwirbelraumes 
aufrechterhalten werden kann, was beides auf die durch die 
Bandscheibenknorpel zellen synthetisierten Matrixproteine 
zuruckzufuhren ist. 

Die erfindungsgemaSe in vitro hergestellte 
Bandscbeibenzelltransplantate werden von den Patienten 
angenoiranen, gew&hrleisten eine schnelle Integration der 
proliferationsfahigen und migrationsf &higen Zellen sowie 
eine Regeneration des Bands cheibengewebes durch die 
Dif ferenzierungsfahigkeit der enthaltenen Zellen. Somit 
erlauben die Bandscheibenzelltransplantate den scbnellen 
Wiederaufbau von Bandscheibengewebe, eine schnelle Genesung 
der Patienten und die Wiederherstellung der Band- 
scheibenf unktion . 

Beispiel 3: in vitro Herstelluna von Bandsn heibenknorpel- 
gewebe 

Aus dem vorgef allenen Bands cheibengewebe werden mittels 
enzymatischen Verdaus durch Iiikubation mit 
Kollagenaselosung die Bandscheibenknorpelzellen aus dem 
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Anulus Fibrosus und Nucleus Pulposus isoliert. Nach 
Trennung der isolierten Zellen vom unverdauten Gewebe, 
we r den diese als Gemi s chkul tur in Zellkulturf laschen 
uberfilhrt und unter Zugabe von DMEM / Hams F12 Kulturmedium 
(1/1) und 10% autologem Serum des Patienten bei 37°C und 5% 
C0 2 inkubiert. Zweimal wochentlich wird ein Mediumwechsel 
durchgef uhrt . Nach Erreichen des konfluenten Stadiums wird 
die Zellayer mit physiologischer Kochsalzlosung gewaschen 
und mittels Trypsin von der Zellkulturoberf lache geerntet. 
Nach einer weiteren Waschung werden 1 x 10 s Zellen in je 
ein Zellkulturgefafc uberfuhrt, das mit Agarose beschicbtet 
^ist. Nach- einem Tag hkben sich die ersten Zellen in 
Aggegaten angeordnet. Diese Aggregate werden regelmafcig mit 
f riscbem Medium versorgt und fur mindestens 2 Wochen 
kultiviert . 

Den Aufbau der erbaltenen Bandscheibenknorpelgewebe 
verdeutlicbt die mikroskopische Aufnabme in Abb. l f die den 
Querscbnitt eines erf indungsgemaS hergestellten 
Bandscheibengewebes mit M als Zone verminderter 
Proliferation und Bildung von gewebespezif ischen 
Matrixproteinen und P als auSere Prolif erationszone zeigt. 

In diesen in vitro Bands cbeibengeweben wurde die Expression 
und Deposition von bands cbeibenspez if ischen Matrix- 
bestandteile und regulatorische Proteine wie Aggrecan 
(Abb. 3a) , hyalin-spezif ische Proteoglykane (Abb. 3b), 
Kollagen Typ I (Abb. 3c) / Kollagen Typ II (Abb. 3d) , 
Kollagen Typ III (Abb. 3e) und S100 (Abb. 3f) nachgewiesen, 
Diese sind Bestandteile des nativen 

Bandscbeibenknorpelgewebes iz* vivo und stellen die 
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wichtigsten Strukturproteine dar, die fur die Funktion des 
Bandscheibenknorpels von entseheidender Bedeutung sind. 

Bs war uberraschend, dass die aus dem erkrankten 
Bandscheibengewebe isolierten Bandscheibenzellen, wenn 
diese als Gemisch aus Anulus Fibrosus und Nucleus Pulposus 
kultiviert werden, eine hohe Prolif erationskapazitat 
(Abb. 2) sowie ein sehr hones Dif f erenzierungspotential zur 
Bildung bandscheibenspezif ischer Matrixproteine und 
regulator ischer Prpteine aufweisen und ihre Eigenschaf ten 
durcb das Prozedere des Einfrierens und Auf tauens erhalten 
werden konnen . 

Beis piel 4: Tranaplantation von Bands cheibenknorpelqewebe 

Das in Beispiel 3 hergestellte Bandscheibenknorpelgewebe 
(ca. 10 bis 1000 Gewebestilckchen aus je 1*10 5 Zellen) 
vorzugsweise 100 Gewebestuckcnen wurden in pbysiologischer 
Kochsalzl&sung aufgenoiranen und in den Zwischenwirbelraum 
von erkrankten oder geschadigten Bandscbeiben eingespritzt . 
Das erf indungsgemaS in vitro hergestellte 

Bandscheibenknorpelgewebe wird von den Patienten angenommen 
und gewahrleistet neben der Erfullung der mechanischen 
Funktion des hergestellten Gewebes die schnelle Integration 
der hergestellten Gewebestucke durch die 

proliferationsfahigen und niigrationsf ahigen Zellen in der 
auSeren Schicht der Aggregate sowie eine Regeneration des 
Bandscheibengewebes durch die Dif f erenzierungsf ahigkeit der 
enthaltenen Zellen. Somit erlaubt die Struktur und Funktion 
der Gewebestucke den schnellen Wiederaufbau von 
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Bandscheibengewebe, eine schnelle Gene sung der Patienten 
und die Wiederherstellung der Bands che ibenfunkt ion. 

Abb. 4 zeigt funf fusionierende Bands che ibengewebe . Es ist 
zu sehen, dass die beiden Gewebekugeln aneinander haft en 
und sozusagen verschmelzen, die Grerize zwischen den beiden 
Bands che ibengeweben ist nicht mehr zu erkennen. Nach 
langerer Kultivierungszeit fusionieren die 

Bandscheibengewebe vollstandig und es entsteht ein grofieres 
in vitro Gewebe stuck. Der Aufbau der so erhaltenen grofieren 
Zellaggregate ist mit dem der zunachst erhaltenen in vitro 
Bandscheibengewebe identisch. Sie k6nnen bis zu maximal S9% 
ECM beinhalten und die im erhaltenen Gewebe stuck 
enthaltenen Zellen sind vital. 
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Patentanspruche 

1 . Verwendung von degeneriertem Bands cheibengewebe zur 
Herstellung eines th.erapeutisch.en Mitt els zur 
Behandlung von Bandscheibendef ekten. 

2 . Verwendung nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet , dass 

das degenerierte Bands cheibengewebe vorgef allenes 
degeneriertes Gewebe ist. 

3. Verwendung nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das isolierte Bands cheibengewebe, insbesondere 
Bandscheibenzellen, unter autologen Kultivierungsr 
bedingungen nur unter Zusatz von patienteneigenem Serum 
ira Zellkulturmedium . vermehrt werden. 

4. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die isolierten Bandscheibenzellen wabrend der 
Vermehrung in einem Zellkulturmedium, das 1-20% 
autologen Serumzusatz enthalt und dessen Verhaltnis von 
aplha-MEM-Medium und HAM-F12 -Medizum zwischen 1:1 
betragt, und bei 36.8-37°C, 5% Kohlendioxid Luftanteil 
und einer Luftfeuchte von 85-95% kultiviert sind und 
dadurch ihre Synthese von Matrixproteinen und 
Markerproteinen nicht verandern. 

5. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche , 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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die isolierten Bandsclieibenzellen nach ihrer Vermehmng 
in Monolayer in einem Zellkulturmedium, das 1-20% 
autologen Serumzusatz' enthalt und dessen Verhaltnis von 
aplha-MEM-Medium und HAM-F12-Medizum zwischen 1:1 
betragt, und bei 36.8-37°C, 5% Kohlendioxid Luftanteil 
und einer Luf tf euchte von 85-95% kultiviert und dadurch 
dif ferenzierungsfahig sind und Matrixstrukturen bilden, 
die spezifische Bandscheibenmatrixproteine umfassen. 

Ve rwendung nach. einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die kultiviertdn Zeilen aus- eingef roreneni Material 
gewonnen werden. 

Verwendung nach. einem der vorhergehenden AnsprHche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die isolierten Bandsclieibenzellen nach deren Vermehrung 
in Monolayer in einer Losung aus 10 % DMSO, 20 % Serum 
und 70 % Kulturmedium eingef roren und wieder aufgetaut 
werden konnen und so deren Eigenschaf ten im Hinblick 
auf die Syntbese von spezifischen Matrixkomponenten und 
Mar kern nicht zu verandern. 

Verwendung nach einem der vorhergehenden Ansprilche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die isolierten Bandscbeibenzellen nach deren Vermehrung 
in Monolayer die isolierten Bandsclieibenzellen nach 
deren Vermehrung in Monolayer in einer Losung aus 10 % 
DMSO, 20 % Serum und 70.% Kulturmedium eingef roren und 
wieder aufgetaut werden und so deren Eigenschaf ten im 
Hinblick auf die Synthese von spezifischen 
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Matrixkomponenten und Mar kern nicht verandern und dass 
die Bandscheibenzellen nach dem Einfrieren und 
folgendem Auftauen Gewebestrukturen aufbauen, die aus 
Bandscheiben- spezif ischen Matrixproteinen bestehen. 

9. Verwendung nach einem der vorliergelienden Ansprilche, 
dadurch gekennzeiclmet, dass 

dass die isolierten, spezif isch vermehrten und ggf . 
spezif isch eingef rorenen und aufgetauten 

Bandscheibenzellen nach. deren Transplantation im Korper 
eines Patienten Bands cheibengewebe in vitro aufbauen, 

10. Verwendung nach. einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die aus dem Bandscheibengewebe isolierteii Zellen in 
einem Kulturgef &£ mit hydrophober Oberfl&che und sich 
verjilngendem" Boden kultiviert und so dreidimensionale 
Zellaggregate erhalten werden. 

11. Verfahren zur Herstellung von Bandscheibenzelltran- 
splantaten, 

dadurch gekennzeichnet , dass 

aus vorgef allenem degeneriertem Bandscheibengewebe 
und/oder erkranktem Bandscheibengewebe , 
Bandscheibenzellen isoliert und unter Zusatz von 
korpereigenem Serum als dreidimensionalen Aggregate 
kultiviert und so Bandscheibenzelltransplantate 
erhalten werden. 

12. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet/ dass 
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das Bands cheibengewebe nach kurzer Vorkultivierung 
eingefroren wird. 

13. Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Bandscheibeiiknorpelzeiltransplantate und 
in-vitro-Bandscheibenknorpelgewebe in Gegenwart von 
wachstumsf Srdernden Zusatzen kultiviert we r den . 

14 . Bandscheibengeweberegenerationsmittel erhaltlich 
dadurch , dass 

aus degener-iertem Bands che ibengewebe Zellen • isoliert , 
kultiviert, geerntet und als Bandscheibenr.egenerations • 
mitt el verwendet we r den. 

15. Mittel nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Zellen nach kurzer Vorkultivierung eingefroren 
werden . 

16. Mittel nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Kultivierung im wesentlichen nur unter Zusatz von 
kdrpereigenem Serum erfolgt. 

1.1 \ Mittel nach einem der vorhergehenden Anspruche , 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Mittel ein durch Kultivierung der Zellen in 
Kulturgef&£en mit hydrophober Oberf lache und sich 
verjungendem Boden gewonnenes dreidimensionales Gewebe 
ist. 
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18. Mittel nach einem der vorhergehenden Ansprilche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

mehrere Gewebe miteinaiider fusioniert sind. 

19. Mittel nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

das Mittel ein Gemisch aus kultivierten Zellen und dem 
dreidiraensionalem Gewebe ist . 

20. Mittel nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadureh gekennzeichnet, dass 

aus degeneriertem Bands cheibengewebe Zellen isoliert, 
kultiviert, geerntet und das Bandscheiben- 
regenerationsmittel erhalten wird. 

21. Verwendung der Mittel nach einem der Anspruche 15-20 
zur Testung von Wirkstoffen. 

22. Verwendung der Mittel nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Mittel mit den Wirkstoffen in Kontakt gebracht und 
die Bildung und Dif f erenzierung des Mittels im 
Vergleich zu einem Mittel, welches nicht mit den 
Wirkstoffen in Kontakt gebracht wird, bestimmt wird. 

23. Zelltherapeutische Zubereitungen umfassend 
Bandscheibenregenerationsmittel gemaS einem der 
AnsprQche 15 bis 20. 
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Zusammenf assung 



Die Brfindung betrifft ein Verfahren zur in vitro 
Herstellung von Bandscheibenknorpelzelltransplantaten aus 
erkranktem Bandscfaeibengewebe von Patienten und dessen 
Anwendung als Transplantationsmaterial zur Benandlung von 
erkrankten Bandscbeiben . Die Erfindung betrifft weiterhin 
dreidimensionales, vitales und mechaniscb stabiles 
Bandscheibenknorpelgewebe und dessen Verwendung als 
Transplantationsmaterial zur Bebandlung- von erkrankten 
Bandscbeiben sowie zur Testung von Wirkstoffen. Gegenstand 
der Erfindung sind weiterbin die bergestellten 
Bandscheibenzelltransplantate und die hergestellten 
Bandscheibenknorpelgewebe und therapeutische Zubereitungen, 
z.B. mjektionslosungen, die dieses Gewebe und die 
Zelltransplantate beinhalten. 



